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天然植物抽出に含まれる抗アレルギー物質の探索
-RBL-2H3来日目包のシグナル伝達に及ぼすリョウブ抽出液とイヌツゲ抽出液の効果-




マスト寿町包の頼粒放出に及ぼす効果を検討するため、 第一 スクリーニングにはマスト 高剛包様車問倒朱 阻:L-2H3を用いた
ß -hexo田町i也se 放出測定系を用いた。 この第一 スクリーニングの結果は、 各サンフ ツレの 阻:L-2H3 に対する細胞毒性効
果を内包する可能性が高い。 したがって、 第二スクリーニングで、は、 各抽出液の細胞毒性を車問包生存 率、 車問卸司期の観
点より角勃庁を行った。 用いた方法は、 Propid印刷ideによる蜘染色であり、 生存率の確認と糊鯛期への影響を同時
に角斬することで、 各抽出液が昭:L-2H3細胞に及ぼす効果を確認した。
両スクリーニングpの結果より、 イヌツゲ (刀θ� crena白 ) 樹皮抽出液は頼粒放出を増加させること、 一方、 リョウ
ブ (的 t的白rbinervis )期由出納課買粒放出を抑制することを見出した。 19E 感作間:L -2H3の抗原刺激時における3
寸】exo 回国ni出 se の放出量を基準として、 一イヌツゲ抽出液前処理により放出量は、 対照群と比べて約 1.6倍増加した。 一
方、 リョウプ抽出液前処理では、 対照群と比べて、 およそ半量に抑えられた。 リョウブ抽出液は、 顕著な頼粒放出抑制
効果を示したので、 このメカニズムを解明するため、 細胞内シグナルへの影響を調べた。 この結果、 リョウブ抽出液は
車問包内チロシンリン酸化シグナルを抑制することが明らかとなった。 すなわち、 この抑制は、 細胞内シグナルカスケー
ドの上流に位置する訂c-family ki naseである Lynのキナーゼ活性を抑制する可能性が示唆された。 Lyn は、Fc E受容体か
らのシグナルにより活性化されて自己分子中の酵素活性ドメイン内にあるチロシン残基の自己リン酸化が増強するが、




ろ全く不明である。 一方、 リョウブ抽出液処理では、 マスト細胞に由来するアレノレギ一回芯を抑制する可能性が考えら
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れる。 リョウブ抽出液の作用点は、 Lyn またはLynの上流のシグナノレと考えられる。
以上の結果は、 アレルギ一発症樹蕎に作用を持つ天紫物質の標的分子が細包内チロシンリン酸化シグナルを特異的に
抑制する可能性を示唆しており、今後、抗アレルギー薬の作用機序を瑚卒する上で重要な意味を持っと思われる。また、




19E 関与のアレルギーは、 今 日 広く用いられている白佃JbsとGe1のアレルギーの4 分類において、 第 I 型に分類される
ものであり、 19Eとマス ト細胞の関与する即時型過敏症として他のアレノレギーと区別されている。。
I 型アレノレ ギ一発症の概要は、 三段階よりなる。 まずアレルギーの原因となる抗原(アレルゲン ) の感作により、 抗
原特異的な19Eの産生がB細胞に誘導される。この過程はT 細胞依存性で、百2 型T車問包の活性化とそのサイ トカイン産
生(IL-4、 正一 13)が必須である。 IL-4、 正一13およびT 細胞表面共刺激分子(CD却など)の束|臓により、 B棚包は19E産生細
胞へと分化成熟するM。次いで、 第二段階では、 産生された19Eが引き金になってマス ト 細胞が活性化される。 その機
構は、 19E のマス ト 車問包や好塩基球細胞表面の高親和性 19Eレセプターである Fc E阻への結合、 すなわち 19E 感作が必
要条件となる。次し、で、 第二 段階では、 アレノレゲンに再ひ漂露することにより、 この細胞上の 19E に多価アレルゲンが
結合して 19E/Fc E阻複 合体が架橋されると細胞は活性化され、 細胞内シグナル伝達が起こり、 マス ト 細胞から炎症性
の生理活性物質が放出される制。 第三段階は、 マス ト 細胞から放出された生理活性物質の作用段階である。 マス ト 細胞
質内好塩基性頼粒に貯蔵されたヒスタミンなどが放出されるとともに、 アラ キドン酸代謝物であるロイコ ト リエン
(le北:otrieが LT) や トロンボキサンなどの化学伝達防質が平輔事の恥縮、 血管の拡張、膨端、の充進が生 じ、 即時型ア
レルギ一反応の病状が惹起されるのである。
上記の I 型アレノレ ギ一発症梢嬬より、 免疫学的に抗アレノレギー薬をデ、ザ、インするとすれ同標的関芯もまた三段階ある
ことになる。 現在アレルギ一治療薬はステロイド剤 や抗ヒスタミン薬の使用が一般的であり、 標的段階としては第一 段
階、 もしくは第三段階に作用するものが主である。 例えば、 ステロイド、剤 は上述の第一 段階をブロ ックするが、 免疫系
の生体防卸周芯全般をブロ ックしてしまう。 また、 抗ヒスタミン薬は上述の第三段階をブロ ックするが、 生理的に必要
なヒスタミン即芯をもブロ ックしてしまうため副作用が現れる。 このように現在の抗アレノレ ギー薬は副作用が強川新
たな副作用の少ない抗アレルギー剤の開発研究の主流は、 第二 段階、 すなわちマス ト 車問包 活性化の制御に向けられは じ
めている。 この研究の時流の中で、近年特に注目されているのが、 天然物由来成分である。46億年かけて生命が現在ま
で進化する過程で、 免疫系は自己と非 自己を認識する必然をもって発達したものと考えられ、 わずか数百年の歴史を持
つ人工化学物質よりも、 天然物の中には未知の免疫制御物質が存在していると考えられる。 マス ト細胞活性化制御物質
を天然物 由来成分より探索する試みの歴史は浅いが、 それでも抗アレルギ一作用のある天然物として、 マス ト 細胞内の
町一κB 活性化の特異的な阻害効果のある aucubinを含有するアオキ(Auc.血japonica) 5) やマス ト糊包の脱願粒の阻害効果
のある附ri四tin を含有するヤマモモ働1"ca rubura) 6)、 同じく脱願粒の阻害効果が認められるヨモギ刀が報告され始め
ており、 これらがアレノレギ一発症の第二 段階にし、かに作用するか研究の進 展が期待されている。
本研究ではラ ッ トのマス ト 車剛倒謝、剛倒朱問 L一却3を用いて、 抗原京|搬時のマス ト細胞の頼粒放出に影響を与えるよう
な全く新しい天然物由来秘法探索したものであり、 探索の結果、朔重の天然物 より興味深い効果を確認することがで






日1JP-a1buninω凶nin， hurær吋initro仲間y1) (Si 即日chemica1白.， St. Lowis， M)， USA)を用いた。 ß -hexos掴山i也se の
基質として、 p -nit 均heny1-2 -ace白血do-2弛0町 ß -g 1u∞p yranosideを(Walω而rech姐伺1 In出str 泊1， Ltd 白地JAPAN)
より購入した。Sira伊nianbu ff，町の調製に用いた目隠その他の試薬はすべて特級詐擦をWalωPure出町i回1 In出s廿ia1， Ltd 
m雌九JAF釧〉より購入した。 細胸司期測定時に用いた、 リボヌクレアーゼA、 ウ刈朝蔵由来、 および戸。pidiun iodide Lot 
湖沼72 1はそれぞれWalω而r民b朗d回1 In出stria1， Ltd 白紙九JAP却と Si伊13 che四回I仏， St. Lowis， M)， USA より購入
し九19E抗体は anti 寸initro pheny 1⑪伊，) llDuse llDnoclona1 (Si gn:a ch倒ica1 Co. ， St. 1ρwis， MJ， USA) を用いた。 免疫
沈降時には、 Protein G Sepharose�仙ærs加n Pharn:acia Biot 吋1， Ltd ， 匝lck in出amshire UK)を用いた。
West ern b 10t およひ涜疫沈降には以下の抗体を用いた。 Lyn(44): rabbi t po1yclona1 IgG回t持sc-15， Lot 出170 (San白仕u
Biotec hno10gy， CA， USゆ、 日10叩ho-Lyn: (Tyr507) Anti民dy Lot: 1抱731S (Ce 11 Si伊a1ing T，配hno10gy， Int. 阻， USA)、
Anti --Fho梢lOtyrosine 恥n∞10na1 Anti加dy:1ρt: 1削 4 11 (1白11 Si伊aling Tec hno10gy ， Int. 胤， USゆ、 Anti引10叩hコ匂rrosine，
biotin ∞nj. (irouse llDn∞10na11仇κ， clα1e 4G1ω， 臼t持16--1ω仇s句teBiotechno1ogy USA， Inc. 11， USA)、 凶4/42胤P胞団se
Anti 加dylρt:11 (1白11 Si gnali 昭T吋mo10gy， Int.胤目的、 rhos:p胎下44/42胤P Kinase但1Y202/Tyr2 ωAnti加dyLot : 16 (Ce11 
Signa1i昭 Techno10gy， Int. 阻， usA)、 Avidin/HRP: 1ρt 加古侃8(2 01)①V\Ko. Aβ， D e四回)、 品at Anti也bbit-Ig -HRP: 
仇rt:ALIO 却4) 侶iosource Internationa1， CA， USA)、 品at anti"'1IDuse I gG--HRP: sc-2 閣広iρ出�251 (:臼nta Cruz Biotech no10gy， 
α， USA)、 白at Anti-Rabbit-AP侶io-Rad La凶m加，yies， Inc. C九回ω
植物抽出液:
スクリーニングに用いた植物抽出液は、 l∞%エタノーノレと植物体を 3: 1 (v/v)の割合で抽出した。(本研究でスクリ
ーニングに用いた植物 サンブツレは富山大学 ・ 医学部 ・ 生物 学教室の荒舘忠先生より恵与されたものである。 )
リョウブαθ的m白rbinervis匂澗in ToyaIm， Jap an)穀由出液 (白日) は、 来f鮮な 1印g の葉を4 50mlのエタノーノレぐWako
Purech 明i 回1 Ind田廿臼1， Ltd 白紙九JAPAlゆで、 室 温で4 日 間抽出し、 吸ヲ陥範品したものである。
倒Eの分画
条件検討実験として、 3本の 1.5 mlチューブにそれぞれ回目 3∞μlを加えて、回四を減圧下で乾固させた。 そして3
本それぞれに、 ミリQ水ぬOμIを加えて溶解させた。 この時点で溺酸性であった水溶液を、 別配1と山地佃を用いて
酸性的凶 4 )、 中性側7)、 アルカリ性側10) に調整した。次に、 それぞれのチューブにクロロホルム 3∞μlを加
え、 よく浩ぜ、 遠心して二層に分離させた。 下層のクロロホルム層を別のチューブに回収 した。 この操作を4 回繰り返
し、各凶につき 12 ∞μ 1のクロロホノレム抽出液を得た。クロロホノレム層の回収 後、 酢酸エチノレ 3∞μlを加え、よく湯ぜ、
遠心して二層に分離させた。 そして上層の酢酸エチル層を別のチューブに回収 した。 この操作を4 回繰り返し、各凶 に
つき 12 ∞μlの酢酸エチノ吋由出液を得た。 酢酸エチノレ層の回収 後、 残った水層を、 1NOC1と問地問を用いてそれぞれ中
性側6ーηにあわせた。次に、 得られた抽出液サンプルを、 細胞を用いtd見頼校の系にもちこむために有機溶媒を除
いた。 抽出液を乾固させ、 それぞれのチューブに75μl の 1CXYhエタノーノレを加えて再溶解させt'Coさらに75μl の D.耽
を加えて溶かした。 実験には、 この抽出液30μIと、 問6エタノール却μ 1を混ぜて用いたゆ。
倒E 10 mlを減圧下で乾固後(抽出物 : 0.2 g)、 B耽lO mlに溶解し、 別配lを用いて酸性保句PH 4 )、 に調整した後、
クロロホルムで抽出した。 クロロホルム層を回収 し、 減圧下濃縮を行い、 さらに乾燥させて 33昭のクロロホルム抽出
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物を得た。 クロロホノレム抽出後の水層を酢酸エチノレで抽出し、 酢酸エチル層を回収 し、 減圧下濃縮 を行 い、 さらに乾燥
させて 54昭 の酢酸エチノレ抽出物を得 た。 最終的 に残った水層を、 山尚加 を用 いて中性(PH 6ー 7) に調整した。 この水
層 サンフツレを輯呆 さ せ、 残漬l邸時 を得た。次に、 クロロホルム・官官接 エチル両抽出物に40 mgIml となるように1∞見
エタノーノレを加え、 再潜 させた。 水層を 車ti呆させたものは40 mgImlとなるように 50見エタノーノレを加え、 再溶解 した。
さらに頼粒放出抑制成分の性質 を 検討するため、 頼粒放出抑制効果が認められたクロロホルム層 l∞μl(必rr巴!ml)と酢
酸エチル層 1∞μlωmg!ml)を 逆相即印(syst倒:島津LClOA、 ∞hnm : Mi出tysil RP--18， GP 2叶4.6(5μm) :)を用い、 それぞ
れ、 30分かけて l仰ほで、 ある いは倒ほでメタノール濃度 を上昇させて分 画した。 30分以後は l悶6メタノールで10
分間カラムを洗浄した 溶ー出速度は1 ml/minで行った。クロロホノレム層と画撤エチル層はそれぞれ40 のフラクションに
分画し、 そ の溶出分画をそれ ぞれ減圧下で乾固させ、それぞれのフラクションを2 5μl の l∞%エタノールで、再溶解した
ものをサンプルとして用 い、 これらの各フラクションの 脱頼粒assay 系に与える影響を検討した。 HPLC には、岨ghtysil
RP--18 GP 2貯4.6 (5μm) Lot : 01M1016剛m口町肌CO.， OC .)を用 いた。
細胞と培地:
阻:L-2H3保京都神経科学総合研究所矢倉英隆参事研究員より恵与) の培帯音地と して、 旧rr 16却 に l倒ウシ胎児
血清O間 Biosciences)、 10-5M 2- ß メルカプ。トエタノーノレ (Wa ko Purechemica1 Industria1， Ltd. OSAK九]APAN)と2 μg/ ml
Ge脳血c白solution (SignB ch剖 i伺l仏， St. 1ρw is， M)， 酬 を加えたも のを用し九継代3�2 0数代までの細包を使用
し た。 )
培養問t -2H3のシングルセルサスベンジョンには、 0. 05% 1η ps白丑JfA (Grn::o， inv i  trogen Corporation， NY， USA)を用
、寸こ。
。寸18沼田租ini也罰則伺se郷町脱頼粒の計測:
24-we11 flat切ttom m icrotiter p1ate侶ect∞ Dickinson a nd ca胆ny， N]， US叫 に、 2 . 0X ぽω11sf鴨11 に対し約 0.4 5μ
g/mlの19E(α--ll'lP)を加え、370C、 担 時間 インキュベ ートして感作 した。 上清を 捨て、 5∞μ1 の s ira伊nia nbuffer 1 (119 
rrMぬC1， 5 rrM KCl， O. 4 rrM MgC1?J 25 rrM PIPES， Naæ， rfI 7. 2 )時間包を 2 回出争後、 sira伊nia n buffer II (5.6 rrM glucose， 1 
rrM邸1?J 0.1出阻添加2 ∞μ1 にて'3�C、 10分間 インキュベートした。 そして植樹由出液サンプル 2μlを加え、 10分
間 インキュベ ートした。 その後、 5∞μl の sira.伊 ia nbuffl町 Iで細胞を1 回狗争後、 sira伊 nia nbuffer II 180μ1 (脚部A
を加えないコントロールの 附11 には200μ1) を 加え、 日-P-BSA(最終濃度は1μg/l岨)却μlで幻℃、 印 分関東Ij激した。
刺激後、 上清田 μI を 96穴マ イク ロプレート侶配ton Dickinson)にトリプレ ットで移し、 回lbstrate soluti∞ (1 rrM 
p-nitr叩henyl-2叩 e臼mido-2-deox.y - ß -gluα弔問10sid e/ O. 1 M sodiun c i  trate buffer (rtI 4. 5) )印μl を加え、370C、 印 分
間 インキュベート後、 S旬 p soluti∞(0.1 M地内悩問， pH 10. 0) 200μlで即芯 を停止し、 40 5nmで駒t度を測定した瓜
制。 分光光度計は、 Nipp:m 1此 e揃吋KK の 加削除ader を用いた。
Western b10t鰯庁:
白.J.llysateの調製
24τe11 f1at七ottαn microti ter p1a胞に、 2 .. 0X 1o"ce11s/we11 を蒔き、(αサ� 19E/0.4 5μg)を加えて3�C， 24 時間感作
した。 上清を捨て、1ωμl の sira伊nia nbufferを加えた。 10μl の植物抽出液を加えて経日制 に 0、3、30分間 インキュ
ベートした後、 日-P-BSA(:最終濃度は 1句/凶)1∞μ1で刺激した。 上清を除き、 加2 ∞μ1で3 0分氷上で即芯 させるこ
とで細胞を可溶化した。 可 溶化サンプノレを集めて10， 似)rpn、3 0秒 間 遠心し、 上清を ce11 1ysateとした。 白11 1y:田加印
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μl にSffi-PÆ但羽Iip1e buffe r保留水4側、 o.別Tris----lL1 p陥.81.側、 グリセリン o.組、 10%部1.側、 2- ß メノレカプ
トエタノーノレ o.細 l、 0. 0邸(w/v)ブロモフェノールブルーO.:àn l)田 μlを加えて卯一98 0Cで5 分間力瞭lし、 タンパク質を
変性させた後、 Sffi-PÆ佃で展開した。
S/ß-FAæ !:.士官E成母11 blot 
ミニプロティアン 1 II(Bio-R ad)システムを用いた。 10%アクリルアミドのミニゲルで、 ゲノレ二枚に対して的坑15分電
気泳動した後的凶で田一印 分電気泳動した。泳動後、アクリルアミドゲノレを b1 0tting buffer (25nM T ri s、1921副グリシン、
2似� /v メタノール、 rf-I8.3)で 20分平衡化した。 叩Vで180分間 pure ni troce11ulose閉めifaI1e(Bio-Ra d)に tra nsfe r した。 装
置はミニプロティアン 1 II ウエスタンプロ ッ トモジュールを用いた。 5%邸Ä_-1BSで6-12 時間 B1∞恒砲をした後、 メン
ブレンを百部で 2 回、 TBSで2 回狗争した。加争後、 一次抗体に6-12 時間反応させた。 この後、 メンブレンを百部で2
回、 TBSで 2 回洗浄した。出争後、 二次抗体と1 時間反応させた。 反応後、 メンブ レンを官邸で 2 回、 1BSで 2 回読持し
た。 洗浄後、 AP発色 キ ッ ト(Biσ官 ad)で直接メンブレン上に発色、 あるし、は庇発色 キ ッ ト伽r油araPh直lffici a
Bi ote ch， Ltd ， Buck白ghams hire UK)にてFiJ mQ凶1 k Bi仙2剖R1)上に造映した。
二次元電気泳動法による発現タンパクの角勃斤:
ぬ11i}閣胞の議腹: 1. 0X1仇e11s/ml の阻，-2113細包 をαサ� 19E(O.4 5μg組)を添加あるし\t撫添加で、 伽シャーレ
にて31'Cで加rインキュベートした。次に培地を除去後、 1000μ Iの s凶伊 ni anbuffl町を加え、 さらに10μIのリョ ウ
ブ抽出液を添加もしくは無繍日条件で、 31'C、 10分間インキュベートした。 この後日P部Aを10μg/ ml (最終濃度) 加
えて31'C、 10 分関東Ij激もしくは無刺激した。 そして上清を除いて二次元電気泳動舟 Lysi s bぱfe r(Ur回9.風 説Tri t∞
X-1∞、 2l1o Ampho1計e(p H3"'1O)、 脱却e rcapt回出ano1) 1∞μl を加えて室 温 10分間静置して、 棚包を可溶化した。 棚卸容
解液は10， α肋間0 . 5分で 遠心して上清を二次元電気泳動用匂即1e とした。
二次元E電気滋鋤:二次元電気泳動はBiσ官 adの泳動装置F悶凶IEF Ce11 を用し、た。上記により調製した各 Sanp1e13μl
とReh抽出onButíl町117μL を I同ストリ ップ恥 13-10Bio-Ra d)にアプライして、 ミネラルオイルを適量 (7∞μL�)重層
した。 20C . Passi ve で1訪れ さらにプログラミングに従って約却hr 放置した。 二次元電気泳動の1次元 目 終了後、 平
衡化 bぱfe r1 をストリ ップ01 本あたり約3 ml 滴下してlO mi n 平衡化し、 平衡化 buffer 2 約3ml に移し、 10mi n 平衡化
した後 2次元自のレディゲルを郡中服装置にセ ッ トした。 そして平衡化が完了したストリ ップρ 及び バンドマーカー
をレディゲ〉レにセ ットして電気泳動を始め、 バンドマーカー の位置を確認して約印 分て電気泳動を終えた。
タシクモク巣告:二次元電気泳動で展開したのレは銀染色 またはクマジープリリアントブノレー(舗)で染色した。銀染色に
は第一化学薬品のキ ッ ト(電気泳動用D受験位喋・ III第一J)を用いた。固定液 I( メタノール回%、 酢酸10%、 川刷
でゲルを固定 ・ 振とう後、 10分間固定液 II(メタノール 30悦、画撤 10%、 固定化湖 0. 5%、 乱防沿n l にて、 15分間振と
うしてタンパク質の固定を行った。前処理液(メタノール 50%、 前処理剤UO. 5%、 B的泊吐中で、 タンパク固定したゲル
を10分間振とうし、 タンパク固定したゲルを処理し、 D.W 2Q吐で 5分間水洗した。前先日里の完了したゲルは、 1 ゲノレに
つき童映色液制中で、 15分間振とうして染色した。D.W2伽1で、 2分間ずつ3回水洗後、 現働夜制で現』像した。 5ー10
分の振とう中、 スポ ットの出現確認した時点、で停止液1m lを注いて唄像を停止し、 10分間よく振とうし、 水洗後、 ゲノレ
ドライヤーで乾燥して標本とした。 スポ ットの解析は乾燥したゲル標 本をイメージアナライザーでスキャンした後、 画
像解析した。
cæ染色は 2次元展開したアクリルアミドゲノレをMで狗争後、 クマ、》染色液侶io-R ad)1伽uこ浸し、 振とう後、 染色
液を十 分ゲノレ中に浸透させた後、 D.W でよく出争した。 スポ ッ トの染色と、 背景の脱色を確認後、 ゲノレをゲノレドライヤ
ーで乾燥して童映色と同様に画像角斬を行った。
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4 結果
天然物抽出サ ンプルの頼粒放出に及ぼす効果 (一次スクリーニ ン グß--t長崎組凶品田の測勉:
19E感作耽�2H3の抗原束鳴備に誘起される氏E阻de pendentの頼粒放出に対する植物抽出液の影響を調べた。 本研究
に用いた植樹由出液は49 科lお種の3∞ 種類の植物より得たエタノーノレ抽出液ライブラリー (医薬大・ 生物 学教室荒
舘 忠先生より恵与) をスターティングマテリアルとした。 このライブラリー中の抽出液処理による陪l -2H3の頼粒放出
量に及ぼす直張効果を検討した。 実験はも 各抽出液サンプルのみを加えた対照実験群と、 各抽出液サンプルでの前処理
の後にα官、W 19E +脚部Aでの Fc E町東|臓を行った実開平の頼粒放出量を測定して、 それぞれの頼粒放出量を比較
検討した。 この結果、 各抽出液サンプルは三つのカテゴリーに分類することができた。 すなわち、 各サンプノレ鞠虫先日里
時関照実駒よりも 19E +抗原刺湯揃lこサンプルで処理した際の頼粒放出量が増大したもの (む仰心、 有意な変化
が認められなかったもの (伽叩 B)、 同様の系で頼粒放出量が減少したもの (伽叩Oである。 実験に郎、た 3∞ サン
プルは実験条件により、種々の値を示したが、 前述の3 グループ。中で再現よく典型的なパターンを示したサンプノレを選
出した。白。叩 A より6種類、Gro 叩 B より6種類、 Gro 叩 Cより8種類、計20種類を以後の実験に用いた。
Fig.1に、 各グループの典型的な頼粒放出への影響パターンを示した。 図に示したとおり、臨一加を 19E +脚で束|撤








2μlの植物抽出液 を加えてさらに 、3'rCで10分間インキュベー トした。この後、抗原酔也(10μgIi叫)を加えてゲCで10分開l撤した。東嶋機、 上清田
μl を 00穴マイクロプいー トに移し、 。寸色町刻印i也se用の呈色瓦応基質を含むs恒国旬oolutiooWμlを加え、3'rCでω分間反応後に停止液mμlを
加えて即志 を 止め、価mで吸光度 を 測定した。





もしくは、 細包破壊に直族的な効果を示したものであるか否かを確認するため、目。pidiun Iodide (PI)で、二重鎖酬を染
色し、 フローサ イトメトリーを用いて染色された日仏の蛍光が示すノザーンより、 阻l -2H3の細胞司期を調べた。
Fig.2A に通常細』儲嵯代培地で維持した状態における細目卸司期パターンを示す。 一般に車問倒朱を用いた実験では伊l期
にある系醐包数が多く、 日仏 量が倍化した GJ.1期車問包数が少ないとしづ細胞周期のパターンが典型的で、あるが、 我々の
阻L一剖3の系では Fig.2Aに示すような独特のパターンが得られた。 この結果をコントロールとして、 各種サンフツレを
批加で刺激した状態を比較した。この実験系で、サンプルが細胞毒性を示したパターンをFig.2B に例を示したo Ex tract 
A、 B は共に第1 スクリーニング守こおいて Group A に分類された抽出液であるが、島白羽ct A、 B 共に Fig.2Aに示した日仏
の二 相性のピークは観察されず、日仏の断片化が起こっているものと思われる。このように日仏フラグメンテーションを
誘起させるような車問包毒性の強い抽出液を候補から除くことで、 頼粒放出の機構そのものに影響を及ぼすサンフツレを絞
















C: I乱ー却を24穴 プレート (5. 0 X 1o"ælls;\鴨11) に蒔き、 10μ Iのサンフツレ抽出液を1croμlの培地 中に添加して、幻℃、 24hrインキュベートした。この
後、 細包をトリフ。シン回臥で、シングルセノレサスベンジョンと し、 ポリスチレンチューブに移した。 1，(町田で5分間遠心し て綱包を回収し、mμ Iの郎
中に再懸濁した。 これに、 リボヌクレアーゼAを10μl 加え、37"Cで20分間インキュベートした。次し、で、 細包を7的もE叩制に→苦問、氷冷で固定
し、3伽抑で、5分間遠心し細包を回収した。 再びmμ lの酪で再懸濁させた後、任。picliun iodiæ (2 5μ g/ml)を悶μl加え、 5分間室温て澗包中の酬
を ラベル し丸紅盟強の畑包はFIOll cytare肱で糊庁した。
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頼粒放出抑制効果を示したリョウブ抽出液の作用メカニズムの解析:




RBL-2H3を DNP-BSA で刺激すると、 3分をピークとして、 主に 75�50kDa のタンパク質のチロシンリン酸化
が認められた。 このチロシンリン酸化タンパクの出現パターンは、 以前より広く報告されているタ イムコー
スと同様である14)，15) (Fig. 3 レーン 1 ，4 ， 7) 。 一 方、 リョウブ抽出液で RBL-2H3を前処理 後に刺激した場
合のタンパク質の泳動パターンでは有意なチロシンリン酸化の抑制が認められた。特に DNP 刺激 30分のデー
タにおいてレーン 8・9 では対照であるレーン 7と比べて著明な抑制効果が認められ、バンドはほとんど消失
した。
各レーンにおけるαLyn blot ではどのバンドもほぼ同程度のタンパク量を示した。 この結果、 各レーンに
おけるタンパクの量に差がないこと、 そして各反応系にはほぼ同量のLyn タンパクが含まれていたことが確
認された。











3 30 - 3 30 3 30 (min) 
仁αLyn blot 
8 9 2 3 4 5  6 7 
Fig.3: リョウブ抽出液による細胞内チロシンリン酸化シグナルの抑制:
間L-2H3 を 1. 0 X 10 6cells/ml にな る よう に 6cmシャーレに蒔き、 α一DNP Ig E( 0 . 4 5μg/ml) を加えて 370Cで 24hr インキュベ トーした。
この後、 培地を除き、 100 0 μl のsi raganian buffer を加え、 次に 10μ1 のリョウブ 抽出液を添 加、 o ( 抽出液なし に3、 30分間370Cで
インキュベー トした。 この後 DNP - BSA を最終濃度が 10μg/mlにな る よう に 加えて 370Cで 0、 3、 30分間刺激した。 刺激 後上清を除いて
TNE 20 0μlで細胞 を溶解した上清 を各レ ンーにアプ ラ イして SDS-PAGEとWestern b lotで 解析 を行った。
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リ ョウブ抽出液とイヌツゲ抽出液の抗アレルギー効果
Lyn のリ ン酸化に及ぼす リ ョウブ抽出液の効果
RBL-2H3の total c el l  lysat e を用いた実験では、 リョウブ抽出液添加により、 Fc E R I 刺激で誘導される
細胞内タンパクチロシンリン酸化の抑制がみられた。 このメカニズ ムを解明するため、 細胞内チロシンリン
酸化シグナルシステムにおいて最も上流に位置するとされている酵素である src-family prot ein tyros ine 
kinas e の Lyn に注 目 し、 Lyn のリン酸化に及ぼすリョ ウブ抽出液の効果を検討した。
RBL-2H3の total c el l  lysat e をαLyn-protein G - Sepharo s e を用いて免疫沈降 凶) 後、 SDS-PAGE とウ エ ス
タンブロ ッティングで解析 し 、 dens itometry でバンドの濃度を計測した 。 こ の結果、 リョウプ抽出液が total
Lyn のチロシン リ ン酸化を抑制する こ とが明らかとなった。 抑制は、 抗原刺激 30 分の実験条件において特に
顕著であり、 リョ ワブエ キス前処理 3min 及 び 30min でほぼコントロールレベル までリン酸化は低下した。 ま
た、 抗 phospho CPY )-Lyn 抗体を用いたプロ ッ トの結果では、 Lyn の C 末端に位置するネ ガティブ制御チロシ
ン残基のチロシンリン酸化は、f 抗原刺激時にリン酸化レベルがあがっており、 リョウブ抽出液添加時には上
昇したリン酸化レベルが抑制されているのが認められた。 αLyn blot は各 レーンにおける Lyn タンパクの量
に差がない こ とを示している。
A 
DNP 3 0  (min) 
α PY blot 
α pしyn blot 
α Lyn blot 
ゲ ョ ク ブ 一 一 3 3 0  (min) 







control - 3 30 
り ョ ウ ブ瀞j激待問(min)
A : RBL-2H3 を 1.0 X 10 6cells/mlに α 一DNP IgE (0. 45μg/ml)を加え、6cm シ ャ ーレ に蒔 いて 37"(;で24hrイ ンキュベ ートし た後、 培地を
除き、 1000μ1 の si ra ga ni a n b uffer を加え、 次に 10μl の リョ ウブ 抽出液を添 加、 o ( 抽出液なし)、 3、 30分間'370Cでプ レ イ ンキュベ
トーした。 続いて O、 3、 30 分間抗原刺激した。 刺激細胞 を 可溶化し、 total cell lysate と した。 Total cell lysate より 、 抗 Lyn 抗
体 で免疫沈降した Lyn を SDS-PAGEで 展開 し、 αPY blot、 αpLyn (C 末端phosp ho tyrosi ne sp ecif i c) blot、 αLyn blot を行った。 B:A
で得 ら れたチ ロ シ ン リン酸化 バンドの濃度 を densi tometry を用 いて 測 定し、 グ ラ フに 表した。
リョウブ抽出液前処理に よ る 抗原刺激時 のプ ロ テ オ}ムパ タ ー ン の比較解析
これまでの実験より RBL-2H3のリョウブ抽出液がもたらす頼粒放出抑制効果のメカ ニズムに関して、 チロシ
ンリン酸化シグナル伝達上流の Lyn が標的分子である可能性を示唆する結果が得られたが、 さらに、 リョウ
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プ抽出液 が細胞内シグナルに も たらす別の効果を検討する 目 的で、プ ロ テオーム解析の手法を適用し、 総タン
パク質の網羅的解析を試みた。
リョ ワブ抽出液処理一、 抗原刺激一、 IgE 感作/未感作の 2 つのパター ン と リョウブ抽出液処理 + 、 抗原刺
激 + の総タンパクの二次元電気泳動パターンにはほ と んど変化が認められなかったが、リョウブ抽出液処理 、


























Fig. 5 : リ ョウブ抽出液処理による総タンパ ク 発現パ タ ーン :























A から Dの各パネル は、 実験条件における刺激 条件の違いを示す 。 A: リョ ウブ 抽出液処理なし ・ IgEおよび 抗原刺激なし B : リョ ウブ
抽出液処理なし ・ IgE 感作 のみ C: リョ ウブ 抽出液処理なし ・ IgE 感作および 抗原刺激 有 り D: リョ ウブ 抽出液処理 有 り ・ IgE 感作 ・ 抗原
刺激 共に 有 り 。 実験条件は次の通 りであ る 。 1 . 0 X 1 0 6cell s/ml の RBL-2H3細胞 を6cmシャー レに蒔き、 α一DNP IgE(O. 45μg/ml )を添 加
あ るい は無添 加で、 24hr イ ンキュベ トーし た 。 培地を除去後、 1000μ1 の si ra gania n buf fer を加え、 次に 10μ 1 のリョ ウブ 抽出液を
添 加も し く は無添 加条件で、 370C、 10分間イ ンキュベートし た 。 この後 DNP-BSA を 10μg/ml (最終濃度 ) 加えて 10分間刺激 も し く は
無刺激 し た 。 次 いで上清 を除き二次 元電気泳動用 Ly si s b uff er 1 0 0 μl を加えて細胞 を 可溶化 し た 。 細胞 溶 解液 は遠心 し て上清 を 二次 元




天然物 は、 未知なる薬理作用を持つ物 質の宝庫で、ある。 人類が今 日 に至る進化の過程における、 様々な生
物との膨大な相互作用の繰 り 返しを想起するなら ば、 天然物 中 に免疫制御物 質が数多く含まれるであ ろうと
想定されるのは当 然の帰結 である。 我々は、 これら新規成分の可能性を検証すべく 300種類に及ぶ植物 抽出
液を材料として、 in vi tro のマス ト細胞活性化に及ぼす天然物 抽出液の効果を検討した。
実験に用いた RBL-2H3細胞の由 来は、 ラ ッ ト の好塩基球性 白 血病 由 来細胞であるが、 マス ト細胞様の性質
を有し、 IgE を介した抗原刺激で誘導される Fc E RI dep endent の頼粒放出の実験に広く用いられている。 本
研究では、 第 1 にこの RBL-2H3細胞の頼粒放出を抑制または増強する物 質の検索を行った。 天然物エキスの
抽出はエタノール抽出法で、行ったものを用いた。
最終的な臨床応用を想定すれば、 経 口 投与の 場合は水抽出による水溶性成分を探索する戦略 も 考えられる。
しかし、 マス ト細胞の頼粒放出は組織の局所で進行する。 したがっ て、 ア ト ピー 性皮膚炎等に対する抗アレル
ギー薬のデザ インを想定するなら ば、 局所塗布で浸透性の高い脂溶性分を探索する戦略が有利であるかもしれ
ない。
天然植物エタ ノ ール抽出 サンプル ・ ラ イブ ラ リーとして、 49 科 123種を原材料とする 300種類の植物 抽 出
液について調 べた。300種類のサンフ。ルの前処理によ り 、RBL-2H3細胞刺激 後で放出される ß -H exosam inidas e 
の測定値に及ぼす影響を 調 べた。 この結果、 各サンプルは、 様々なマ グニチュードをもって RBL-2H3細胞の
頼粒放出に影響したが、 測定データ解析よ り 、 各サンブ。ルを三つのカテ ゴリーに分類した。 すなわち、 頼粒
放出量を増大させたもの (G roup A )、 有意な変化を確認でき ないも の (Group B )、 減少させたもの (Group C) 
である。
Group A に分類されたサンプル群は、 単純に考えれば頼粒放出を増悪させたと考 えられる。 しかし、 抽出
液成分が頼粒放出を誘導するシグナル伝達を増幅した可能性とは別に、 単にマス ト細胞中に貯蔵された頼粒
( 日 -H exosam inidas e )を細胞膜破壊によ り 、 直接放出させた可能性がある。 また、 ß -H exosam i ni das e の測定
系で直接的に呈色 反応に影響を与えることで見かけの吸光度をあ げた可能性も考えられる。 実際、 用いたサ
ンプルの中にはサンプルの単独添加によ り 、 測定バ ッ フ ァ ーの透明度に強く影響するものもあった。 このよ
うな様々な実験系への本質的でない効果を廃除することが、 今回のような研究では非常に重要である。
Group B に分類されたサ ンプル群は、 頼粒放出にあま り 影響していないと考えられる。
Group C に分類されたサンプノレ群は、 抗アレルギー薬としての可能性を持つサンフ。ル群で、ある。 頼粒放出
量が無刺激状態の RBL-2H3細胞の測 定系上清よ り も、 むし ろ減少させる測定結果を示した。 このサンフ。ル群
には、 頼粒放出誘導シグナノレを抑制する物 質が含まれる可能性もある。 しかし、 見かけ上、 頼粒放出を抑制
する要 因として、 非生理的に細胞膜を固定することによ り 物 理的に頼粒放出が抑制された可能性もある 。 ま
た 、 サ ン プ ル はこ の 実 験 系 で は 、 RBL-2H3 細胞 刺激 の 前処 理の 段 階から 頼粒放 出 測 定 対 象 である 日
-H exosam i ni das e の活性抑制または抗原 DNP-BSA 自 体 に影響している可能性も考えられる。
以上のような種々の可能性に鑑み、 一次スク リ ーニングのデータ解析よ り 、 Group A、 Group B よ り 各 6種
類、 Group C よ り 8種類、 計2 0種類の抽出液を選出し、 二次スクリーニングを行った。
二次スクリーニングでは、 先 に述べた一次スクリーニングにおけるサ イドエフ ェク ト を検証した。 実験は、
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単に細胞毒性のみでなく、 同 時に細胞周期に与える影響を調べるため、 PI で二 重鎖 DNA を染色し、 フ ロー サ
イトメトリーを用 いて細胞周期を 調べた(F ig. 2 )  0 F ig. 2 パネル B に示したサンプルでは PI 染色フ 。ロフ ァ イ
ノレのピークが左にシフ ト ・ もしくは明確なピークが認められない。 このパターンは、 これらの細胞で、 もは
や通常の長さの DNA 二 重鎖が認められないことを示すものであり、 D NA の断片化が生 じ たと考えられる。 そ
のような細胞毒性の5齢、抽出液をリストから除外することにより、 2 0種類の抽出液から 4 種類選んだ。 これ
らのサンプρルで、は、 F ig. 2 パネル C に示したように通常の培養で RBL-2H 3 に認められる典型的な細胞周期の
PI 染色パターンが確認された。
このように、 細胞毒 性を示すことなく頼粒放出に影響を与えたサンフ 。ノレの内、 特に抑制効果が顕著で、あっ
たリョウブの抽出液について、 その作用メカニズムについて解析を進めた。
現在までに、 リョウブに関して免疫制御作用に関する薬効 の報告は全く見あたらない。 わずかに、 情報と
して、 リョウブ はわが国の 山 地に広く分布する落葉樹で若芽は救荒植物 と じて食用に供せられ、 ま た腹中の
虫を除去するという記載があるのみである 1九 また、 現在、 リョウブに含まれる成分はいくつか同定されて
おり、 リ ョウブの葉に含 まれる成分として、 barb inerv i c ac i d と rotun di c ac i d と cl ethr ic ac i d という
tr i t erpene ac i d が同定されている 18) ， 19) が、 これらも また、 各々の成分が、 人体に対する影響についてのほ
とんど知られていない状態である
リョウブ抽出液の作用 機構の解析ター ゲ ッ トとして、 脱頼粒の作用 機序で重要な位置を占める細胞内チロ
シンリ ン酸化シグナルへの影響を 調べた。 RBL-2H3 を抗原 DNP-BSA で刺激すると、 3 分をピークに75�50kDa
のとこ ろにチロシンリン酸化タンパクが出現するこ と が確認された 14 )， 15) 。 この系にリョウブ抽出液を加えた
とこ ろ 、 チロシンリン酸化が抑えられているのが認められた (Fig. 3 ) 。 特に抗原刺激 3 0分の時点で、は、 誘
導されるタンパク質チロシンリン酸化の差が顕著に現れた(F ig. 3 レーン 7-9)。 この結果は、 この実験に用 い
た条件では、 リョウブ抽出液は強し、抗原刺激もしくは刺激直 後のリン酸化シグナルについては十分な抑制効
果を発現することができなかったこと を示している。 しかし、 チロシンリン酸化シグナルのピーク以降では
顕著にシグナル抑制効果を示したことから、 今 後、 実験に用 いるリョ ウブ抽出液の量と前処理時間を検討す
ることにより、 さらに有効 なチロシンリン酸化シグナル抑制条件が導き出せるものと考えられる。
さらに詳細に、 チロシン リ ン酸化シグナノレ伝達システムにおけるリョウブ抽出液の作用点を 調べるため、
src-fam ily protein tyros in e k inas e の Lyn への影響を調べた。 今回用いた RBL 2H3 の頼粒放出の機構は、
高親和性 IgE レセプターである Fc E R I より発することが報告されている1)， 2) ， 3) ，20 )，2九 Fc E R I は細胞外ドメ
イン内に免疫グロ プリン相同ドメ インを 2 個もち、 IgE の Fc E鎖を特異的に結 合するα鎖、 情報伝達 に 関わ
る 8 鎖、 S- S 結 合によって 2 量体を形成している γ 鎖の 3 種類、4 個のサブユニ ッ トで構成されている。 この
Fc E R I 自 体は酵素活性を持たないが架橋刺激 後速やかに 8 鎖と γ 鎖を含む細胞内の一 連のタンパク質がチ
ロシンリン酸化さ れる。 これは、 Fc E R I と細胞内の src-fam ily prot ein tyros ine k inas e(SFK )によって誘
導されるものである。 このように SFK は Fc E R I シグナノレのほぼ最上流に位置しているので、 リョウブ抽出液
の標的としての第一 候補と考えられた。 。 ヒ トおよびマウス 由 来の骨髄由 来培養マスト細胞では、 SFK として
少なくと も Lyn、 Fyn、 c - Src 、 H c k なども発現している。 しかし、 一般にマスト細胞では Lyn の発現レベルが
最も高い。 今回用いた RBL�2H3 細胞においても高レベルの Lyn が発現しており、 かっ、 Fc E R I  ß 鎖と会合し
リョウブ抽出液とイヌツゲ抽出液の抗アレルギー効果
て存在すると報告されている 3 )。 ま た、 IgE 受容体架橋刺激によって Fc E RI に会合する Lyn は増加し、 酵素
活性も上昇することが広く認められている。 そこで、 Fig. 4 に示すように、 Lyn を免疫沈降 bてそのリ ン酸化
程度をリョ ウブ抽出液による前処理有り無しで比較を行うと、 リョ ウブ抽出液処理で明らかなリン酸化の抑
制が認め られた。
Lyn を含む SFK は、 共通構造として、 SH3( Src homology 3 )、 SH2 、 キナーゼドメインが直列に配列して
おり、 C 末端には負の制御に関わるチロ シン残基が、 キナーゼドメイン内には正に活性を制御する存在する
チロ シン残基が存在することが明らかになっており、 活性化に伴い、 トー タ ルのチロ シンリン酸化が允進す
ることが知られている。 Fig.4 で得られた結果は、 リョ ウブ抽出液が直接 Lyn の酵素活性を抑制したか、 Lyn
の制御 システムに作用して、 Lyn 活性の正の制御部位である キナーゼドメイン中のチロ シン残基のリン酸化
が抑制されたこと、 もしくはこの部位の脱リン酸化が充進したことを示すと考えられる 。 この仮説は、Fi g. 4
に示した Lyn の C末チロ シンのリン酸化時に特異的にこれと結 合する抗体を用いたプロ ッ ト結果が、 リョ ウ
ブ抽出液処理による影響をほとんど受け て いないことからも支持される。
今 後、 リョ ウブ抽出液 と Lynをin vi troで、反応させてLynのin vi troキ ナーゼア ッ セ イを行って、 リョ ウブ抽
出液のLyn(こ対する直接効果を確認する必要がある。 しかし、 リョ ウブ抽出液がSFKの活性制御に影響している
とすれば大変興味深い。 例えば、 Lynは、 刺激以前の状態で、はCs kに負 の制御チロ シンはリン酸化されて不活性
状態にあることから、 リョ ウ ブ、抽出液がCs kに 作 用する可能性もある 。 また、 SFKはチロ シン脱リン酸化酵素
( PTP )であるCD4 5によって脱リン酸化されて活性化、 あるいは不活性化されることも報告されている22 )ぷ ) 。
また、 マスト細胞系の細胞に限局して発現しているとされるPTP Eも脱頼粒反応の シグナルに関与しているこ
とが近年明らかとされており24 )、 リョ ウブ抽出液がこれらPTPの活性制御を介して作用している可能性もあり、
興味深いとこ ろである。 さらに、 マスト細胞のIgE受容体シグナル は細胞膜上のラ フ トと呼ばれる有機的な構
造体を起点として発する証拠も集積しており、 リョ ウブ抽出液の作用点は ラ フト会合にあるかもしれない 。
以上のシグナル伝達機構の観点からとは別の観点からの解析として、 リョ ウブ抽出液が網羅的な タ ンパク
発現にどのように影響するかを解析した。 今 回の結果は、 ま だ十分とは言えないが、 この解析手法は、 先の
シグナル制御の結果と複合的に解析することで脱頼粒誘導機構の詳細な解 明に有効 であると考えられる。 今
回の結果では、 主な タ ンパクの発現にリョ ウブ抽出液前処理による変化は認められなかった 。 しかし、 いく
つかのスポ ットについては変化があり、 例えば、 抗原刺激(+)、 リョ ワブ添加(一 )の sampl e では p I 1 0、 酬
が約2 5kDa の タンパクに違いがみられた。 このスポ ットに変化が認められた刺激条件は抗原による頼粒放出
を誘導している条件である。 したがって、 頼粒放出誘導時にこのタ ンパクが発現しないことが何らかの意味
を持つという可能性がある 。
リョ ウブ抽出液処理で、 ほとんどのスポ ットに変化がないとしづ 結果は、 この処理が RBL2H3の細胞周期に
ほとんど影響を与えなかったことから予想される結果であり、 一方、 変化が小数のスポ ットに限局されたこ
とは、 これらスポ ットのタ ンパク質がより深く頼粒放出に関与することを示唆している。 今 後、 これらス ポ
ッ ト の解析により新たなアレル ギ一発症機構の解析に役立つ可能性は高いと考えられる 。
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これまでに天然物の抗アレルギ一作用に関する報告は数多くされたが、 本研究のように細胞内チロ シンリン
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